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RESUMO 
 
A avicultura é uma atividade de importância mundial. Os Estados Unidos da 
América e o Brasil ocupam, respectivamente, as duas primeiras posições na produção 
mundial de frango. A presença de isolados do gênero Salmonella multirresistentes na 
carne de frango é motivo de preocupação para as autoridades de saúde pública e 
animal, prejudicando a imagem e qualidade desse alimento. No presente estudo, 
foram selecionados 14 genomas públicos de Salmonella, retirados da plataforma do 
NCBI, sendo 8 sorotipos de Heidelberg (SH), e 6 de Typhimurium (STM), oriundos do 
Brasil e dos Estados Unidos. Esses isolados foram comparados com o propósito de 
avaliar conjuntos de genes relacionados à resistência antimicrobiana desses 
microrganismos. Os resultados apresentaram a presença de genes relacionados a 
insensibilidade aos antimicrobianos, com frequência elevada para aminoglicosídeos 
(aac(6')-Iaa) 100%, fosfomicina (fosA7) 50% (7 SH, 3 do Brasil e 4 dos EUA), às 
tetraciclinas tet(A) e sulfonamidas (Sul2) 50% (3 SH do Brasil e 4 STM,1 do Brasil e 3 
dos EUA) e 14,28% à betalactâmicos (blaCMY-2)(2 SH do Brasil). Apenas 3 isolados 
não apresentaram plasmídeo, enquanto os demais (11) apresentaram no mínimo um 
plasmídeo. Dentre estes foram identificados ColpVc, IncX1, IncA2, IncI1, IncFIB(S) e 
IncFII(S). Às Ilhas de patogenicidade de Salmonella (SPI), as SPI-1, SPI-2, SPI-3, SPI-
4 e SPI-5 foram encontradas em todos os isolados estudados, apesar de algumas 
apresentarem baixa homologia em comparação com o genoma referência (SPI), 
sendo 4 SH e 1 STM do Brasil e 2 STM dos EUA. A construção da árvore filogenética 
permitiu agrupar os isolados em 3 clades que variaram entre os sorotipos e países de 
onde foram isolados. SH encontrada no Brasil apresentou mais genes de resistência 
quando comparadas às isoladas nos Estados Unidos e aos isolados de STM.  
 
 
 
Palavras Chave: Resistência bacteriana, Salmonella não tifoide, WGS, Saúde 
Pública. 
  
ABSTRACT 
 
Poultry farming is an activity of global importance. The United States of America 
and Brazil hold respectively the top two positions in world chicken production. The 
presence of multiresistant Salmonella isolates in chicken meat is a cause of worldwide 
concern for the public and animal health authorities, damaging the image and quality 
of this food. In the present study, 14 public genomes of Salmonella were selected from 
the NCBI platform: 8 Heidelberg (SH) and 6 Typhimurium (STM) serotypes originating 
from Brazil and the United States. These isolates were compared for the purpose of 
evaluating gene sets related to the antimicrobial resistance of these microorganisms. 
The results showed the presence of genes related to antimicrobial insensitivity, with 
high frequency for aminoglycosides (aac - Iaa) 100%, fosfomycin (fosA7) 50% (7 SH, 
3 from Brazil and 4 from the USA), tetracycline tet(A) and sulfonamides (Sul2) 50% (3 
SH from Brazil and 4 STM, 1 from Brazil and 3 from the USA) and 14.28% for beta-
lactams (blaCMY-2)(2 SH from Brazil). Only 3 samples did not present a plasmid, 
whereas the rest of the isolates (11) had at least one plasmid. Among these, ColpVc, 
IncX1, IncA2, IncI1, IncFIB(S) and IncFII(S) were identified. Regarding the 
pathogenicity islands of Salmonella (SPI), SPI-1, SPI-2, SPI-3, SPI-4 and SPI-5 were 
found in all observed genomes, although some had low homology compared to the 
genome reference (SalmonellaSPI), with 4 SH and 1 STM from Brazil and 2 STM from 
the USA. Building the phylogenetic tree allowed to group the isolates into 3 clades that 
varied between the serotypes and countries from which they were isolated. SH cells 
found in Brazil showed more resistance genes when compared to those isolated in the 
United States and to STM isolates. 
 
 
 
Keywords: Antimicrobial resistance, Nontyphoidal Salmonella, WGS, Public Health. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
A carne de frango constitui um importante produto alimentício no Brasil, seja do 
ponto de vista nutricional quanto comercial. Dados de 2018 apontam que o país é o 
quarto lugar no mundo em consumo de frango (9,866 mil Toneladas), e o segundo 
lugar em produção (13,550 mil Toneladas). Esses números contribuem para que o 
Brasil se encontre em primeiro lugar no ranking de exportação de alimentos com 3,685 
mil toneladas exportados no último ano (USDA, 2019). Até o final de 2019 as 
estimativas se mantêm, segundo o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos 
(2019), devido aos avanços tecnológicos em melhoramento genético, nutrição e 
sanidade animal que impulsionam o crescimento da produção avícola (BATISTA, 
2013).  
Desde a década de 90, surgiram relatos de surtos de infecções alimentares em 
humanos por ingestão de produtos de origem avícola (TAUNAY et al., 1996). Desde 
então, a carne de frango permanece identificada como uma das principais fontes de 
transmissão de microrganismos para humanos especialmente bactérias do gênero 
Salmonella (FINSTAD, et al., 2012). Essa espécie é reconhecida como um dos 
principais patógenos de origem alimentar para humanos e animais, causando doenças 
de gravidade variada e gerando custos médicos elevados (LEE, et al, 2015). 
Salmonella sp. é o gênero de maior relevância pertencente à família das 
Enterobacteriaceae, composto por duas espécies, S. enterica, que por sua vez 
subdivide-se em 6 subespécies e S. bongori (RODRIGUES, 2011). A subespécie 
entérica compreende mais de 2600 sorotipos descritos, muitos dos quais causam 
infecções em humanos e em várias espécies de animais (MAJOWICZ, 2010; LAN et 
al., 2009). As Salmonellas são responsáveis por causarem relevantes casos de 
diarreias em seres humanos. Os quadros variam desde casos leves a fatais, 
preocupando as autoridades de saúde pública ao redor do mundo (WHO, 2018). 
Dentre os sorotipos mais envolvidos em casos de infecção alimentar em 
humanos, estão S. Typhimurium (STM) e S. Heidelberg (SH) (CDC, 2016). SH é 
relativamente mais invasiva, causando infecções com maior gravidade quando 
comparada a outros sorotipos (CDC., 2006). STM, é um dos sorotipos mais 
frequentemente isolados em alimentos e em casos clínicos de humanos e animais 
(LAN et al. 2009; PROROGA et al., 2016).  
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 Nos últimos anos observou-se elevação na frequência de isolamento de SH com 
perfis de multiresistência nos plantéis de frangos de corte e na carne de frango 
produzidas no Brasil (VOSS-RECH et al., 2015; FITCH et al., 2016), despertando 
preocupação nas autoridades de saúde pública e veterinária. Ao mesmo tempo, nos 
Estados Unidos, isolados de SH de origem avícola resistentes a várias classes de 
antibióticos vem provocando surtos graves de infecção alimentar, provavelmente  
devido a utilização dos antibióticos de forma indiscriminada (GIERALTOWSKI et al., 
2016; CDC, 2014; CDC 2018; O´NEILL, 2016). O mesmo acontece para as STM que 
tem apresentado surgimento significativo de cepas diversificadas resistentes a 
múltiplas drogas (WANG et al., 2019). 
Por esse motivo, estudos epidemiológicos que permitam identificação e ajudem 
no controle destes patógenos estão sendo realizados, e utilizando ferramentas para 
sequenciamento de nova geração a exemplo do Whole Genome Sequence (WGS), 
que visa identificar genes de resistência, semelhança evolutiva entre espécies e 
variações gênica (CDC, 2018; MCDERMORTT et al., 2016; DELGADO-SUÁREZ et 
al., 2018; SONDA et al., 2018; ALMEIDA et al., 2018; MCMILLAN et al., 2019). Diante 
da relevância de Salmonella spp. para a saúde pública e veterinária e da necessidade 
de melhor compreender as informações genéticas ligadas à patogenicidade e à 
resistência antimicrobiana de sorotipos emergentes, como SH e STM elaborou-se o 
presente estudo. 
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2. OBJETIVOS 
 
2.1. Objetivo Geral: 
 
 Analisar os perfis de resistência dos genomas de Salmonella enterica Subsp. 
enterica sorotipo Heidelberg e Typhimurium de origem avícola, oriundos do National 
Center Biotechnology Information (NCBI), isolados nos Estados Unidos e no Brasil. 
 
2.2. Objetivos Específicos: 
 
 Analisar a presença de genes de resistência a antimicrobianos nos genomas 
sequenciados. 
 Identificar a presença de plasmídeos em cada amostra. 
 Analisar a variação genotípica através da árvore filogenética. 
 Identificar as ilhas de patogenicidade. 
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3. REFERENCIAL TEÓRICO 
 
3.1. Gênero Salmonella - Aspectos Gerais 
 
O gênero Salmonella foi assim nomeado em homenagem a Daniel Elmer 
Salmon, veterinário americano e pesquisador do United States Department of 
Agriculture - USDA, foi um dos responsáveis pelo isolamento deste agente, assim, o 
organismo recebeu o seu nome (OLDENKAMP, 2004). Entre as Enterobacteriaceae, 
o gênero Salmonella encontra-se como sendo o de maior relevância e divide-se em 
duas espécies, Salmonella enterica (S. enterica), Salmonella bongori (S. bongori). A 
S. enterica é subdividida em subespécies:  enterica, salamae, arizonae, diarizonae, 
houtenae e indica (RODRIGUES, 2011).  
S. enterica possui mais de 2600 sorotipos atualmente descritos (MAJOWICZ, 
2010), caracterizados como bacilos curtos Gram-negativos não esporulados, medindo 
entre 0,7 a 1,5 x 2,5 µm, e, na grande maioria, são móveis com flagelos peritríquios. 
A temperatura de multiplicação varia entre 5 e 45ºC, sendo 37°C a ideal, o pH 7 
(podendo variar entre 4 e 9), em meios de cultura próprios para enterobactérias 
(HOLT, 1994; GAST, 1997).  
As bactérias do gênero Salmonella são aeróbias ou anaeróbias facultativas, que, 
bioquimicamente, são capazes de metabolizar nutrientes, catabolizando D-glicose ou 
outros carboidratos, exceto lactose e sacarose, com produção de ácido e gás. Assim 
como os demais membros dessa família, são catalase positiva e oxidase negativa. 
Não produzem indol, não fermentam malonato, não hidrolisam a uréia, utilizam citrato 
como fonte de carbono, reduzem nitrato a nitrito e podem produzir ácido sulfídrico 
(DICKEL, 2004). 
Segundo MALDONADO (2008), outra característica presente entre os isolados 
de Salmonella é a capacidade de aderir a superfícies, formando um tipo de “biofilme”. 
Esse gênero já apresentou diversas modificações em sua nomenclatura e taxonomia, 
que as classificam de acordo com sua epidemiologia, reações bioquímicas e 
estruturas antigênicas.  
A Salmonella entérica na maioria dos casos causa infecções entéricas, podendo 
ser localizada ou generalizada dependendo da virulência do sorotipo envolvido, no 
qual o agente ultrapassa a mucosa intestinal, e ativa mecanismos de virulência ao 
invadir os fagócitos permitindo sua sobrevivência e assim replicam-se. A invasão ao 
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epitélio acontece também pelo transporte através do epitélio intacto, as células M, 
Paneth, Criptas e enterócitos absortivos podem ser encontradas na mucosa intestinal 
e são consideradas portas de entrada para o patógeno. O acometimento em órgãos 
como o baço e fígado acontece através da migração dos fagócitos, o que, facilita a 
disseminação da bactéria, promovendo septicemia e até óbito (OHL; MILLER, 2001; 
VAN ASTEN et al., 2005).  
Salmoneloses são doenças oriundas da ingestão por alimentos contaminados 
(CARDOSO e CARVALHO, 2006). Os principais veículos de transmissão são 
alimentos de origem animal, sendo o frango e o ovo entre os mais investigados 
(SHINOHARA et al., 2008) dessa forma, alimentos de origem animal, particularmente 
a carne de frango, representam papel fundamental na epidemiologia das 
salmoneloses humanas, podendo tornar-se um problema potencial na determinação 
de quadros de infecção alimentar em seus consumidores (CARVALHO, 2005). 
 
3.2. Salmonelose Humana por Salmonella Typhimurium e Salmonella Heidelberg 
  
 Surtos de salmoneloses são relevantes no Brasil e nos Estados Unidos da 
América. Entre os sorotipos de Salmonellas de importância na saúde pública, 
podemos citar SH e STM (Brasil, 2018; CDC, 2016).  Suas tipificações são baseadas 
no fenótipo e no genótipo (FOLEY et al., 2009). No Brasil, desde 1962, SH tem sido 
identificada em aves e produtos derivados (HOFER et al., 1997). Este sorotipo 
também é muito isolado na avicultura no Canadá e de grande importância no Estados 
Unidos (CHITTICK et al., 2006; CDC, 2016).  
 DICKEL (2004) avaliou abate de frangos em três matadouros no Sul do Brasil e 
relatou a incidência de Salmonella spp. em 26,11% das carcaças analisadas, sendo 
que destes, 63,9% corresponderam ao sorotipo Heidelberg. Enquanto que BONI 
(2011) identificou S. Typhimurium, como um dos sorotipos de maior ocorrência em 
seu estudo realizado em aviários e frigoríficos no Mato Grosso do Sul e de importância 
no mundo (CDC, 2016). No estado de Goiás, REZENDE et al. (2005) identificou a SH 
e STM entre os cinco sorotipos mais relevantes em carcaças de frango. 
 A STM é mais comumente encontrado como salmonelose em humanos 
(PROROGA et al., 2016). Desde 1940, tem-se registrado o rápido aumento de 
salmonelas não específicas de humanos e animais, particularmente Salmonella 
Typhimurium (CARDOSO, 2008).  
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 Estes sorotipos de Salmonella são relevantes para saúde pública e animal, pois 
genes de resistência em alguns estudos vem sendo frequentemente encontrados 
(Pandini, 2014; WHO, 2018; CDC, 2018). 
 
3.3. Mecanismos de Resistência a Salmonellas  
 
 Na maioria dos surtos de Salmonelose são provocados por SH e STM estão 
associados a cepas resistentes a antimicrobianos, devido a presença de genes que 
lhes conferem a habilidade de resistir na presença desses fármacos (CDC, 2014; CDC 
2018; PANDINI 2014). O surgimento de resistência nessas bactérias deve-se ao uso 
indiscriminado destes antimicrobianos, que favorecem a multiplicação de cepas 
resistentes (O´NEILL, 2016; Anvisa, 2018; WHO, 2018). Os dados do Centro de 
Controle de Doenças  (CDC) dos Estados Unidos estimam que mais de 2 milhões de 
infecções são acometidas por bactérias resistentes, resultando em mais de 23.000 
mortes por ano e até 2050 aproximadamente 10 milhões de pessoas serão fatalmente 
afetadas anualmente (CDC, 2014; WHO, 2019).  
 Com o intuito de facilitar levantamentos e consequentemente discussões sobre 
resistência antimicrobiana, em 1996, nos Estados Unidos da América (EUA), foi criado 
o “Sistema Nacional de Monitoramento da Resistência Antimicrobiana” (NARMS) com 
o propósito de promover a saúde pública (FDA, 2018). Outra plataforma foi criada 
através da Organização Mundial da Saúde (OMS) em 2015, o GLASS (Sistema Global 
de Vigilância de Resistência Antimicrobiana) com objetivo também de apoiar a 
vigilância e pesquisas na temática de resistência antimicrobiana. Com isso, o Brasil 
se comprometeu a integrar e repassar dados ao sistema desde de 2018. 
(OPAS/WHO, 2018). 
SH e STM estão entre os de maior importância nos EUA e Brasil. Estes sorotipos 
são de grande relevância a saúde pública e estão entre os mais identificados no Brasil, 
podendo apresentar genes de resistência a antibióticos. (PANDINI 2014; SOUZA, 
2015; WHO, 2018; CDC, 2014). Caso não seja implementado normas de controle 
eficiente no combate as resistências antimicrobianas, estima-se que em 2050 
aproximadamente 10 milhões de pessoas no mundo morrerão anualmente devido as 
infecções que irão matar mais que o câncer, além dos gastos que poderão chegar a 
100 bilhões de dólares ao ano (O´NEILL, 2016).  
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Por esses motivos, estudos estão sendo realizados na busca de identificar os 
genes que caracterizam resistência as Salmonellas. A exemplo do gene tetA que 
confere resistência a classe das tetraciclinas e o gene Sul2 responsável por fornecer 
resistência as Sulfonamidas e que são bastante identificados em isolados de STM e 
SH (ALMEIDA et al., 2018; IZUMIYA, et al., 2011; DEBLAIS et al., 2018). De acordo 
com a Agência Nacional de Vigilância Sanitária – ANVISA (2007), a resistência às 
tetraciclinas acontece por diminuição da acumulação da droga no interior da célula, e 
para as sulfonamidas por mutação, aumentando à produção de ácido para-
aminobenzóico ou de diidropteróico sintetase que apresentam pouca afinidade pelo 
antimicrobiano. Ambos podendo ser mediada por genes cromossômicos ou 
Plasmídeo. 
Gene aac(6’)Iaa gera resistência a classe dos aminoglicosídeos através da 
alteração dos sítios de ligação no ribossomo, alteração na permeabilidade e/ou 
modificação enzimática da droga. Resistência aos Beta-Lactâmicos, acontece por 
meio de alguns genes, dentre eles o gene blaCMY-2 que, promove a produção de 
beta–lactamases (o mais eficiente na promoção da resistência a essa classe) ou 
diminuição da permeabilidade bacteriana ao antimicrobiano através de mutações e 
modificações nas porinas, proteínas que permitem a entrada de nutrientes e outros 
elementos para o interior da célula. Os genes são identificados em Salmonellas 
(PANDINI, 2014; ANVISA, 2007; POOLE, 2007). 
Salmonella expressa vários genes de virulência, alguns contidos no cromossomo 
bacteriano, em ilhas de patogenicidade (SPI´s), outros situados em plasmídeos de 
virulência (STERZENBACH et al., 2013). As SPI-1 e SPI-2 são as mais bem estudadas 
e caracterizadas, embora outras começaram a ter função elucidada em sorotipos 
específicos (MARCUS et al., 2000; BLONDEL et al., 2010; STERZENBACH et al., 
2013). 
A SPI-1 tem aproximadamente 40 kilopares de bases (Kb) e, de acordo com 
DESAI et al. (2013), é uma das mais antigas aquisições genéticas, ao lado das SPI-4 
e SPI-5, a possibilitar a emergência dos membros do gênero Salmonella como 
patógenos. A SPI-1 codifica o sistema de secreção do tipo três (Type Three Secretion 
System – T3SS-1), uma estrutura especializada em forma de agulha que permite a 
injeção de proteínas bacterianas efetoras no citoplasma das células do hospedeiro 
com o propósito de manipular os sinais celulares levando, dessa forma, ao rearranjo 
do citoesqueleto e a captação do patógeno por micropinocitose (BÄUMLER; 
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HEFFRON, 2000; MARCUS et al., 2000). Essas proteínas promovem a colonização e 
invasão das células epiteliais e a indução de inflamação nos intestinos do hospedeiro 
(BÄUMLER; HEFFRON, 2000; HAPFELMEIER et al., 2005; RAFFATELLU et al., 
2005; MÜLLER et al., 2009).  
Mais tarde, ao longo de sua evolução, Salmonella incorporou em seu 
cromossomo outro pacote de genes compilados na denominada SPI-2 (DESAI et al., 
2013). Esse conjunto gênico teria habilitado o micro-organismo a sobreviver e se 
replicar no interior das células fagocíticas do hospedeiro (MARCUS et al., 2000; 
WATERMAN; HOLDEN, 2003; BUCKNER et al., 2011; FIGUEIRA; HOLDEN, 2012). 
Devido as resistências aos antibióticos, variadas bactérias patógenicas de 
diferentes isolados no mundo estão sendo estudadas quanto aos seus genomas com 
a utilização de ferramentas tecnológicas a exemplo do Whole Genoma sequence 
(WGS), avaliando suas similaridades e distinções (WASYL et al., 2014; 
PANZENHAGEN et al., 2018; LIU, 2019; GIANECINI et al., 2019; YANG et al., 2019; 
SUÁREZ et al., 2019). 
 
3.4.  Análise do Genoma de Salmonella 
 
O Whole Genome Sequencing (WGS) tem se tornado cada vez mais acessível, 
possibilitando seu uso em diagnósticos e na tipagem molecular de patógenos 
(TASMIN et al., 2017). De acordo com HOFFMANN et al. (2014), o WGS seria o 
método mais confiável para distinguir isolados de surtos provocados por Salmonella 
spp., pois permite a detecção de alterações em poucos nucleotídeos entre estirpes 
aparentemente clonais. Aliado a isso, o WGS proporciona a visualização do genoma 
bacteriano com alto grau de resolução, permitindo não só comparações com 
propósitos epidemiológicos, mas também a detecção de genes de resistência a 
antimicrobianos, a visualização de alterações estruturais ligadas a evolução dos 
microrganismos e aquisição de características de virulência (WALKER et al., 2013).  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.1. Genomas Utilizados 
 
Foram utilizados 14 genomas do banco público National Center Biotechnology 
Information (NCBI), de Salmonella enterica subespécie enterica sorovares 
Typhimurium (STM) e Heidelberg (SH) oriundas do Brasil e dos Estados Unidos: 8 
amostras de SH (4 do Brasil e 4 dos Estados Unidos), e 6 amostras de STM (2 do 
Brasil e 4 dos Estados Unidos). Todos os isolados foram codificados de acordo com 
o sorotipo, local de isolamento, país e de acordo com seu Sequence Read Archive 
(SRA) (Tabela 1).  
 
Tabela 1. Identificação das amostras oriundas do National Center Biotechnology Information (NCBI). 
 
Os códigos das amostras estão compostos por letras maiúsculas e números, 
sendo as duas primeiras letras referentes ao sorotipo, (SH = Salmonella Heidelberg; 
ST = Salmonella Typhimurium), as duas letras seguintes fazem referência ao local de 
isolamento (BC = Broiler Chicken; CC=Carcass Chicken) e por fim, as últimas letras 
referenciam o País de isolamento (B = Brasil; EU = Estados Unidos). A sequência de 
letras é seguida de três números, separados por hífem, que correspondem aos três 
CODIGO SRA ISOLADO LOCALIZAÇÃO ANO SOROVAR COBERTURA 
SHBCB-960 SRR7064960 Broiler Chicken Brazil 2016 S. Heidelberg 83,38 
SHBCB-005 SRR7065005 Broiler Chicken Brazil 2016 S. Heidelberg 85,55 
STBCB-027 SRR7221027 Broiler Chicken Brazil 2016 S. Typhimurium 69,67 
STBCB-007 SRR6787007 Broiler Chicken Brazil 2016 S. Typhimurium 89,31 
SHCCB-567 SRR7130567 Carcass Chicken Brazil 2016 S. Heidelberg 76,2 
SHCCB-003 SRR7232003 Carcass Chicken Brazil 2016 S. Heidelberg 73,69 
SHCCEU-357 SRR6848357 Chicken Carcass EUA/NY 2018 S. Heidelberg 81,58 
SHCCEU-151 SRR6374151 Chicken Carcass EUA/TX 2017 S. Heidelberg 125,03 
SHCCEU-636 SRR7782636 Chicken Carcass EUA/AR 2018 S. Heidelberg 106,69 
SHCCEU-480 SRR8113480 Chicken Carcass EUA/NC 2018 S. Heidelberg 82,14 
STCCEU-061 SRR7810061 Chicken Carcass EUA/RI 2018 S. Typhimurium 95,67 
STCCEU-360 SRR7695360 Chicken Carcass EUA/FL 2018 S. Typhimurium 101,53 
STCCEU-687 SRR7822687 Chicken Carcass EUA/MS 2018 S. Typhimurium 91,59 
STCCEU-645 SRR5125645 Chicken Carcass EUA/FL 2016 S. Typhimurium 114,38 
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últimos dígitos do Sequence Read Archive (SRA) no NCBI no momento das escolhas 
destas amostras (Figura 1). 
 
Figura 1.: Exemplo de código das amostras analisadas. 
 
A qualidade dos isolados selecionados foi avaliada com o uso do software 
FastQC (ANDREWS, 2010; LEGGET et al., 2013). A limpeza desses isolados foi feita 
com o auxílio do Trimmomatic (BOLGER, 2014), com objetivo de retirar os 
adaptadores utilizados no sequenciamento, contaminantes e fragmentos de baixa 
qualidade. Após a análise de qualidade, os genomas foram montados a partir do 
software digital PATRIC (https://www.patricbrc.org/) (WATTAM, 2014), e anotados na 
plataforma online do Rast (http://rast.theseed.org/FIG/rast.cgi) (AZIZ, et al., 2008). 
 
4.2. Análise dos Genomas 
 
Os arquivos obtidos (contigs) com a montagem dos isolados, foram utilizados 
para a investigação quanto a presença de genes de resistência a antimicrobianos 
(ResFinder) (ZANKARI, 2012) e a existência e identificação de plasmídios 
(PlasmidFinder) (CARATTOLI, 2014), no servidor da web Center for Genomic 
Epidemiology (CGE) (http://www.genomicepidemiology.org/). Para a presença de 
ilhas de patogenicidade em Salmonella, utilizou-se dois modelos de análise, o 
SPIFinder (ROER et al., 2016), ainda na plataforma online do CGE; e o BRIG, para a 
existência das SPIs 1-5, assim como sua composição gênica, aplicando como 
referência a SalmonelaSPI. Em seguida, esses resultados foram apresentados em 
forma de gráfico, utilizando o Gerador de Imagem de Anel por BLAST (ALIKHAN et 
al., 2011).  
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A análise filogenética foi realizada utilizando o CSIPhylogeny no servidor do CGE 
(KAAZ ET AL., 2014), como referência foi utilizado o genoma completo da Salmonella 
enterica subsp. enterica sorotipo Typhi str. CT18, posteriormente foi editada no 
software FigTree (RAMBAUT, 2010). Utilizando-se a plataforma do LucidChart 
(lucidchart.com) foi realizado dois diagramas de Venn, ambos representando as 
amostras de SH e STM codificadas. Porém, um foi gerado para à resistência aos 
antimicrobianos e outro para os plasmídeos. 
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5. RESULTADOS 
 
5.1. Genes De Resistencia Aos Antibióticos 
 
 Foram identificados genes responsáveis por resistência a cinco classes de 
antimicrobianos. O gene aac(6')-Iaa, que confere resistência aos aminoglicosídeos, foi 
identificado em todos os isolados. A resistência à fosfomicina (fosA7) foi identificado 
em 50% das amostras (7 SH, sendo 3 do Brasil e 4 dos EUA). Os genes de resistência 
tet(A) para tetraciclinas e Sul2 para sulfonamidas foram identificados em 50% dos 
isolados (3 SH do Brasil e 4 STM sendo 1 do Brasil e outras 3 dos EUA). Resistência 
aos betalactâmicos (blaCMY-2) foi identificado em 14,28% (2 SH do Brasil). 
Representação dos resultados em tabela 2 e figura 2. 
Tabela 02: Genes de resistência a antimicrobianos e plasmídeos. 
AMOSTRA CLASSE GENE DE 
RESISTÊNCIA   
PLASMÍDEO 
SHBCB - 960 Aminoglicosídeos aac(6')Iaa ColpVC 
 Beta-Lactâmicos blaCMY-2 IncA/C2 
 Fosfomicina fosA7 IncI1 
 Sulfonamida sul2 IncX1 
  Tetraciclina tet(A) - 
SHBCB - 005 Aminoglicosídeo aac(6')-Iaa ColpVC 
 Fosfomicina fosA7 IncA/C2 
 Sulfonamida sul2 IncX1 
  Tetraciclina tet(A) - 
STBCB – 027 
 
Aminoglicosídeo aac(6')-Iaa IncFIB(S) 
   IncFII(S) 
STBCB – 007 Aminoglicosídeo aac(6’)-Iaa IncA/C2 
 Sulfonamida sul2 IncI1 
 Tetraciclina tet(A) - 
SHCCB - 567 Aminoglicosídeo aac(6')-Iaa ColpVC 
 Beta-Lactâmico blaCMY-2 IncA/C2 
 Fosfomicina fosA7 IncI1 
 Sulfonamida sul2 IncX1 
 Tetraciclina tet(A) - 
SHCCB - 003 Aminoglicosídeo aac(6')-Iaa - 
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SHCCEU - 357 Aminoglicosídeo aac(6')-Iaa IncI1 
  Fosfomicina fosA7 IncX1 
SHCCEU - 151 Aminoglicosídeo aac(6')-Iaa ColpVC 
  Fosfomicina fosA7 IncX1 
SHCCEU - 636 Aminoglicosídeo aac(6')-Iaa ColpVC 
   IncI1 
  Fosfomicina fosA7 IncX1 
SHCCEU - 480 Aminoglicosídeo aac(6')-Iaa ColpVC 
  Fosfomicina fosA7 IncX1 
STCCEU - 061 Aminoglicosídeo aac(6')-Iaa - 
 Sulfonamida sul2 - 
  Tetraciclina tet(A) - 
STCCEU - 360 Aminoglicosídeo aac(6')-Iaa IncA/C2 
 Sulfonamida sul2 - 
  Tetraciclina tet(A) - 
STCCEU - 687 Aminoglicosídeo aac(6')-Iaa - 
STCCEU- 645 Aminoglicosídeo aac(6')-Iaa ColpVC 
 Sulfonamida sul2 IncA/C2 
  Tetraciclina tet(A) IncX1 
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Figura 2: Diagrama de Venn com amostras de SH e STM do Brasil e EUA reperentadas por código e 
distribuídas em cinco conjuntos (círculos sobrepostos) que representam as classes dos 
antimicrobianos. 
5.2. Presença de Plasmídeos 
 
 De todos os isolados estudados 78,58% apresentaram sequências plasmidiais, 
destes 57,14% apresentaram o plasmídeo IncX1 (7 SH, sendo 3 do Brasil e 4 dos 
EUA e 1 STM dos EUA). A sequência ColpVc foi identificado em 50% (6 SH com 3 do 
Brasil e 3 dos EUA e 1 STM dos EUA). IncA2 em 42,85% (3 SH do Brasil e 3 STM, 1 
do Brasil e 2 dos EUA). IncI1 foi identificado em 35,71% (4 SH sendo 2 do Brasil e 2 
dos EUA e 1 STM do Brasil). Para 7,14% (1 STM do Brasil) foi isolado os plasmídeos 
IncFIB(S) e IncFII(S). Esses resultados estão representados na tabela 2 e figura 3. 
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Figura 3: Diagrama de Venn representando as amostras codificadas de SH e STM relacionadas de 
acordo com a presença ou ausência dos plasmídeos. 
 
5.3.  Presença de SPI 
  
 Dos 14 isolados de Salmonella, apenas 9 foram utilizados para construção do 
gráfico em anel, isso porque alguns apresentaram semelhança entre si. 
 Na figura 4 é possível observar a distribuição das ilhas de patogenicidade (SPIs) 
entre as SH e STM. As amostras SHBCB-960, SHBCB-005, SHCCB-567 e STBCB-
007 apresentaram homologia reduzida na SPI-1 quando comparado à referência, 
enquanto a amostra SHCCB-003 apresentou baixa homologia na SPI-3. O isolado 
STCCEU-687 apresentou homologia baixa nas SPI-1 e SPI-3 quando comparada com 
os genes de mesma região do referencial. A homologia reduzida é identificada através 
de “falhas” no Ring-graphic. 
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Figura 4: Ring-graphic da presença das ilhas de patogenicidade entre 9 Salmonellas, sendo 4 SH na 
cor roxo e 5 STM na cor verde, dos EUA e do Brasil. Intensidades das cores representam porcentagem 
de identidade com cepa de referência (Salmonella-LT2). 
 Houve baixa identidade referente a referência utilizada em SPI-4 para as 
amostras STCCEU-360 e SHCCB-003, enquanto a amostra STBCB-007 para a SPI-
5. A baixa identidade é observada na representação gráfica do anel das amostras 
como alterações na coloração (cinza). 
 
5.4.  Análise Filogenética 
 
 A árvore filogenética foi construída a partir de 14 genomas diferentes de 
Salmonella sendo 6 do Brasil (4 SH e 2 STM), 8 dos Estados Unidos da América (EUA) 
(4 S. Heidelberg e 4 S. Typhimurium). Os SNPs (Polimorfismo de Nucleotídeo Único) 
foram pareados um a um e assim comparando todos os genomas.  Obteve-se 3 
clades, onde as amostras referentes as SH se mostraram próximas independente do 
País em um clade (4 SH do EUA e 3 SH do Brasil), exceto uma amostra referente ao 
Brasil. Em outro clade foi obtido com as STM (3 dos EUA e 1 do Brasil), exceto uma 
STM do Brasil e outra dos EUA, o terceiro clade abrangeu as exceções dos clades 
anteriores (mistas) e a referência (2 STM, sendo uma dos EUA e a outro do Brasil e 
uma SH do Brasil) (Figura 5). 
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Figura 5: Análise filogenética de 14 amostras de S. Heidelberg identificadas em roxo e S. Typhimurium 
na cor verde. Todas estão identificadas por um código que descreve o sorovar, isolado e País; Isolado 
em azul refere-se à cepa-referência CT18 (Salmonella Typhi) utilizada para montagem da arvore 
filogenética. 
6. DISCUSSÃO 
 
 Patógenos resistentes a antimicrobianos são preocupantes para as autoridades 
de saúde humana e animal, dentre eles a Salmonella spp., pois está entre as bactérias 
resistentes com potencial patogênico mais comumente relatadas no Brasil 
(WHO/OMS, 2019). Diante da relevância de Salmonella spp. para a saúde pública e 
veterinária e da necessidade de melhor compreensão as informações genéticas 
ligadas à resistência antimicrobiana e à virulência de sorotipos emergentes, elaborou-
se o presente estudo. 
 Os resultados deste estudo indicam resistência a diferentes antimicrobianos nas 
enterobactérias do gênero Salmonella, sorotipos Heidelberg (SH) e Typhimurium 
(STM), analisadas. Fato também descrito em outros trabalhos realizados com esses 
sorotipos, no Brasil e nos Estados Unidos. (PANDINI et al., 2015; ALMEIDA et al., 
2018; MCMILLAN et al., 2019; MCDERMOTT et al., 2016). No presente estudo, tanto 
as amostras de SH e STM isoladas no Brasil, como as isoladas nos EUA, 
apresentaram genes de resistência a antimicrobianos. No entanto, percebe-se que os 
isolados de SH de origem brasileira apresentaram resistência a uma maior variedade 
de classes de antibióticos (aminoglicosídeos, fosfomicinas, beta-lactâmicos, 
sulfonamidas e tetraciclinas) quando comparados às SH de origem no EUA, estas 
apresentaram resistência apenas aos aminoglicosídeos e fosfomicinas. ANTONY et 
al. (2018) identificaram resistência antimicrobiana em isolados SH do Brasil e dos EUA 
com ao menos um gene para as amostras, apresentando resistência para os 
aminoglicosídeos, bêta-lactâmicos, sulfonamidas, tetraciclinas e quinolonas. 
 No Brasil, PANDINI et al. (2015) demonstraram em seu estudo que os isolados 
de SH apresentaram resistência a antibióticos pertencentes as classes dos beta-
lactâmicos, aminoglicosídeos, sulfonamidas e tetraciclinas. Enquanto que MION et al 
(2014) relataram resistência apenas aos beta-lactâmicos e aos aminoglicosídeos em 
isolados de SH.  
 Por outro lado, os isolados de STM analisados, apresentaram resistência a 
classes de antibióticos semelhantes, independentemente do país de origem (Brasil ou 
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EUA). Foram identificados genes de resistência aos aminoglicosídeos, sulfonamidas 
e tetraciclinas.  Os dados desta pesquisa estão de acordo com os apresentados por 
ALMEIDA et al., (2018) e MCDERMOTT et al. (2016), os quais identificaram ainda 
resistência aos beta-lactâmicos.  
 Genes que conferem resistência a cinco classes de antimicrobianos foram 
encontrados no presente trabalho. O gene aac(6’)Iaa, que confere resistência aos 
aminoglicosídeos, foi encontrado em todas as amostras. TYSON et al. (2015) 
identificaram outros genes de resistência aos aminoglicosídeos, mas não o aac(6’)Iaa. 
Os aminoglicosídeos fazem parte de uma das principais escolhas para o tratamento 
de infecções graves causadas por bactérias Gram-negativas em aves, incluindo 
fármacos como amicacina, estreptomicina e gentamicina, apesar de isolados 
resistentes estarem sendo identificados em amostras de frangos (DOU et al., 2016). 
 O gene de resistência à classe das fosfomicinas (fosA7) foi identificado em todas 
as amostras de SH do Brasil e dos EUA, contrariamente as de STM que não possuíam 
esse gene. Segundo MCMILLAN et al., (2019) resistência à fosfomicina foi detectada 
em sorotipos de Salmonella, porém conferida por um gene distinto, o fosA2. O mesmo 
aconteceu com resistência aos beta-lactâmicos. Nesse caso apenas os isolados de 
SH oriundos do Brasil apresentaram o gene blaCMY-2. Diferentemente do estudo 
realizado por MCMILLAN et al., (2019) que identificou o gene blaCMY-2 em diversos 
sorotipos isolados nos EUA.  Enterobactérias que apresentam síntese de β-lactamase 
de espectro estendido,  incluindo resistência às cefalosporinas, causam 
aproximadamente 26.000 infecções ao ano (CDC, 2013). Glenn et al., (2013) também 
relataram a detecção de genes resistência aos aminoglicosídeos, beta-lactâmicos e 
tetraciclinas semelhantes aos encontrados no presente estudo em isolados de 
Salmonella dos EUA e Canadá. 
Outros genes encontrados foram o sul2 e Tet(A) que conferem resistência às 
sulfonamidas e às tetraciclinas, respectivamente. Ambos presentes nas mesmas 
amostras de SH e STM do Brasil e em STM dos EUA. A resistência a esses 
antimicrobianos também foram relatadas em isolados de Salmonella em outros 
estudos realizados no Brasil e EUA (MCMILLAN et al., 2019; PANDINI et al., 2015). 
No Brasil a tetraciclina é considerada um dos antimicrobianos mais utilizados em 
humanos (CDDEP, 2015). Nos EUA é bastante utilizada na produção animal, fazendo 
parte do ranking das mais administradas (FDA, 2015). 
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 De acordo com MCMILLAN et al. (2019), em seu estudo realizado com amostras 
nos EUA, além dos genes identificados em nosso estudo obtiveram outros genes que 
conferem resistência antimicrobiana a outros antibióticos.  
Segundo a Agencia Nacional de Vigilância Sanitária o uso excessivo de 
antibióticos em animais de produção contribui para a emergência de bactérias 
resistentes (ANVISA, 2018). O mesmo é relatado por GUARDABASSI e PRESCOTT 
(2015), os quais apontam como o uso de antibióticos por períodos prolongados para 
fins terapêuticos na medicina humana e animal induzindo a seleção de linhagens a 
bactérias resistentes. Porém nos Estados Unidos, um estudo realizado por SALOIS et 
al. (2016) analisou os impactos ambientais e econômicos diante da retirada de 
antibióticos da produção de frangos de corte considerada uma das principais 
atividades promovedoras de RAM e concluíram que essa ação causaria reflexo 
negativo na produção, bem como prejuízo econômico. Assim, recomenda-se o uso 
responsável dos antimicrobianos na produção animal (WHO, 2019). 
Os plasmídeos são peças fundamentais na disseminação de resistência 
antimicrobiana. Vários plasmídeos contendo genes de resistência associados à 
família Enterobacteriaceae têm sido relatados (WAILAN et al., 2016; CARATOLLI, 
2013; GLENN, 2013; MCMILLAN, 2019). No presente estudo, apenas três amostras 
não apresentaram plasmídeos, sendo duas STM dos EUA e uma SH do Brasil. As 
demais apresentaram de um a quatro sequências plasmidiais. 
Os plasmídeos encontrados foram ColpVC, IncA/C2, IncI1, IncX1, IncFIB(s) e 
IncFII(s) (Tabela 2). Um levantamento a respeito da presença de plasmídeos em 
isolados de Salmonella spp. demonstrou que o gene ColpVC esteve presente na 
maioria das amostras de SH do Brasil e dos EUA e ainda em uma STM também dos 
Estados Unidos, o IncA/C2 esteve em isolados de SH e STM do Brasil e STM dos 
EUA (GLENN et al., 2013). 
O IncA/C2 e IncI1 também foram descritos em análises dos EUA e Canadá em 
isolados de Salmonella spp., incluindo SH e STM (GLENN et al., 2013). Enquanto que 
WORLEY (2018), em seu estudo identificou ColpVC, Inca/C, Incl1, IncX1 e IncFII, 
esses replicões plasmidiais foram encontrados em diversos sorovares de Salmonella 
de diversos países. 
 As Ilhas de patogenicidade foram encontradas em todas as amostras, 
independente do sorotipo e/ou País. Estas são de extrema importância para 
sobrevivência da bactéria no interior do hospedeiro, principalmente as SPIs de um a 
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cinco. A SPI-1 codifica o T3SS-1 que apresenta um sistema de microagulha lesando 
a membrana da célula e permitindo o rearranjo do citoesqueleto da célula do 
hospedeiro e consequente invasão. As SPI-1 abrigam genes conservados em 
Salmonella (BÄUMLER; TSOLIS; HEFFRON, 2000; MARCUS et al., 2000; DHANANI 
et al., 2015). Três isolados de SH e uma STM do Brasil apresentaram baixa homologia 
nessa SPI, quando comparado a referência (Imagem 2). Quanto as SPI-2, nenhuma 
amostra apresentou alterações comparadas ao referencial SPI. Estas estão ligadas à 
habilidade da Salmonella em sobreviver nas células fagocíticas e replicar-se dentro 
de vesículas nas células eucarióticas (HENSEL, 2004).  
Uma das amostras de STM dos EUA apresentou falha em sua estrutura nas SPIs 
1 e 3 quando comparadas a referência. A SPI-3 é importante para a replicação 
intracelular, em que a bactéria precisa adaptar-se ao ambiente microbicida e pobre 
em nutrientes do fagossomo, o qual é limitado e assim promove o transporte de 
minerais a exemplo do Mg+2 (GARCIA-DEL, 1992). Outra amostra apresentou baixa 
identidade comparada a referência utilizada em SPI-4 para as amostras de STM dos 
EUA e SH do Brasil, e por fim uma STM do Brasil apresentou também baixa identidade 
na SPI-5. Deleções individuais em genes das SPIs 4 e 5 não parecem influenciar na 
virulência de Salmonella spp. (DESAI et al. 2013; RYCHLIK et al., 2009). No entanto, 
muitos fatores de virulência estão presentes na SPI-4 como o T1SS e ORFs similares 
a toxinas e SPI-5 codifica proteínas efetoras para os T3SS codificados por SPI-1 e 
SPI-2 (HENSEL, 2004).  
Análise filogenética das amostras demonstrou que as SH e STM apresentaram-
se em clade diferentes para seus respectivos sorotipos. Exceto três amostras, uma 
SH e outra STM do Brasil e uma SH dos EUA que se encontraram em um mesmo 
clade juntamente com a referência CT18. WORLEY (2018) identificou dois clades para 
esses sorovares. 
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7. CONCLUSÃO 
 
 Conclui-se que os isolados de Salmonella Heidelberg e Salmonella Typhimurium 
analisados, apresentaram variações de genes que conferem resistência a 
antimicrobianos (aac(6')-Iaa, fosA7, tet(A), Sul2 e blaCMY-2), e variações na presença 
dos plasmídeos (ColpVc, IncX1, IncA2, IncI1, IncFIB(S) e IncFII(S)).  Assim, as 
amostras analisadas demonstraram resistência  à importantes classes de 
antimicrobianos de uso animal e humano (Aminoglicosídeos, Beta lactâmicos, 
Fosfomicinas, Sulfonamidas e Tetraciclinas) o que caracteriza risco à saúde pública.  
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